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な研究はほとんどなされていない。これは骨組織のような硬組織への in situ ハイブリダイゼーション法の応用が困
難なためであり，これまではノーザンブロット法以外には骨折治癒過程に出現する遺伝子発現を観察する方法はなかっ




6 週齢の F344/DuCrj 系雌ラットの大腿骨骨幹中央部をペントパルビタールナトリウム麻酔下にダイヤモンドディ
スクで切断し，術後 1 ， 3 , 5 , 7 , 14 , 28 日後に骨折部を含む大腿骨骨幹を 3 匹ず、つ経時的に摘出した。 4%パラホ
ルムアルデヒドで濯流後，さらに 4 0Cにて一晩固定した。クロロホルム脱脂したのち 20%EDTA 溶液にて 4 日間脱
灰し，パラフィン切片を作製した。 in situ ハイブリダイゼーションにより検討した遺伝子は代表的な非コラーゲン
性骨基質蛋白であるオステオネクチン (ON) ，オステオポンチン (OPN) ，オステオカルシン (OC) ， Matrix Gla 
protein (MGP) で，プロープは in vitro transcription により合成したディゴキシゲニンラベル RNA プローブを用
い fこo
骨折後 1 日目の骨折部付近の変化としては，出血のほかは紡錘状の未分化問葉系細胞の増生がみられるのみである
が，この未分化な細胞にはすでに ON mRNA の発現がみられた。一方， OPN , OC 及び MGP mRNA の発現は 1 日
目では検出できなかった。骨折後 3 日目には骨折部付近の外骨膜に未熟な骨が形成されその部の骨芽細胞様細胞に
ON , OPN 及び OC の mRNA の発現が同時期にみられた。骨折後 5 日以降になり，はじめて骨折部近傍の外骨膜に
軟骨の形成がみられ，この未熟な軟骨細胞には ON 及び MGP の mRNA 発現が認められたが， OPN 及び OC の
mRNA の発現はみられなかった。同じ時期から内骨膜部には膜性骨化により新生骨が形成され この部の骨芽細胞
様細胞にも ON ， OPN 及び OC の mRNA 発現がみられた。骨折後14 日以降では外骨膜の軟骨形成部に肥大軟骨細胞
の出現がみられ，この肥大軟骨細胞には OPN 及び MGP mRNA の発現を認めた。骨折後14 日から 28日までに外骨膜
部の軟骨内骨化と膜性骨化，内骨膜部の膜性骨化がほぼ完成し，新生骨の骨芽細胞様細胞には ON. OPN 及び OC の
mRNA の発現が，骨細胞には OPN mRNA の発現がみられた。
【総括】
我々は， EDTA 脱灰を用いた硬組織における in situ ハイブリダイゼーション法を確立し これにより骨折の治癒
過程における骨基質蛋白遺伝子の発現の経時的変化・分布を細胞レベルで明らかにした。すなわち，骨折の修復過程
においてそれぞれの骨基質蛋白遺伝子を発現している細胞の種類は胎生期の骨発生過程での発現細胞の種類と極めて
類似しており，同様の細胞特異的な調節機構を利用しているのではないかと考えられた。しかし OC mRNA の発現
が胎生期のように OPN mRNA の発現に遅れることなく， OPN mRNA の発現とほぼ同時にみられたことは，遺伝子





築を経てもとの構造に復することで終結する O この現象の分子病理学的な研究は，硬組織への in situ ハイブリダイ
ゼーション法の応用が困難であるため，ノーザンプロット法以外には骨折治癒過程に出現する遺伝子発現を観察する
方法はなかった。今回，平川公昭君は， 20% EDTA 溶液による脱灰硬組織標本を用いた in situ ハイブリダイゼーショ
ン法を確立し，ラット大腿骨を用いて骨折治癒過程にかかわる代表的な非コラーゲン性骨基質蛋白遺伝子であるオス




mRNA の発現が胎生期のように OPN mRNA の発現に遅れることなく， OPN mRNA の発現とほぼ同時にみられた
ことは，遺伝子発現の時間的調節機構は胎生期と異なることを示唆した。本研究により EDTA 脱灰組織に対する m
situ ハイブリダイゼーション法が確立され，骨折の修復過程における骨基質蛋白遺伝子の発現調節機構の一端が明ら
かになったので，これは学位論文に値すると思われるO
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